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RESUMO 
 
O uso das técnicas moleculares para identificação de micro-organismos é 
indispensável em pesquisas cientificas.  A dificuldade em caracterizar e 
identificar fungos do gênero Aspergillus ocorre devido ao fato de algumas 
espécies estarem intimamente relacionadas entre si, e as diferenças 
morfológicas entre os indivíduos serem praticamente imperceptíveis. O gênero 
Aspergillus engloba importantes fungos toxigênicos presentes em alimentos. 
Desta maneira  este trabalho teve como objetivo a caracterização da micobiota 
toxigênica  de cacau e café provenientes dos estados de Espírito Santo, Minas 
Gerais, São Paulo, Bahia e Pará e o desenvolvimento de uma metodologia 
para identificação de Aspergillus niger baseada em técnicas moleculares. 
Foram analisadas 114 amostras, divididas em 64 amostras de café e  50 
amostras de cacau. Para o isolamento dos fungos, foi realizado o 
plaqueamento direto em ágar Dicloran 18% Glicerol (DG18), após desinfecção 
com hipoclorito de sódio 0,4 %. Um total de 1020 fungos proveniente do café e 
cacau, foram isolados em meio de cultura Czapek Extrato de levedura (CYA), 
sendo que, 769 (75,4%) foram identificados como gênero Aspergillus, 120 
(11,8%) Eurotium, 52 (5%) hifomicetos, 41 (4%) Penicillium e 24 (2,4%) 
Fusarium. Dos 429 isolados de cacau, 267 pertenciam à seção Flavi. Em café 
foram 591 isolados, dos quais 451 foram identificados como A. section Nigri. 
Na avaliação de produção de micotoxinas, pela técnica de ágar plug associada 
à cromatografia de camada delgada (TLC), verificou-se que  25 % das cepas 
de A. section Flavi foram produtoras de aflatoxinas, enquanto que 8% dos 471 
isolados de A. section Nigri foram produtores de Ocratoxina A (OTA). Para as 
análises moleculares foram selecionadas 127 cepas pertencentes à seção Nigri 
isolados das amostras de cacau e café. Para extração do DNA dois kits foram 
testados: PowerLyzerTM Power Soil®  DNA Isolation Kit da MOBIO e o kit 
PrepManTM Ultra da Applied Biosystems. O Kit PowerLyzerTM Power Soil®  DNA 
Isolation foi escolhido para efetuar as análises, por apresentar maior 
reprodutibilidade nos testes. Das 127 cepas analisadas 112 foram identificadas 
por PCR em tempo real como A.niger/A. welwitschiae. A.niger e A. 
welwitschiae são espécies irmãs em curso de especiação, o que torna sua 
  
 
identificação bastante difícil, mesmo utilizando técnicas moleculares. Contudo 
apesar  destas dificuldades, a correta identificação através das técnicas 
moleculares é necessária, tornando-se uma valiosa ferramenta para auxiliar no 
controle de qualidade e pesquisas em micologia de alimentos, uma vez que 
estas duas espécies são produtoras de OTA. 
Palavras chave:  Aspergillus niger, Ocratoxinas, Aflatoxina, PCR em tempo 
real. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
ABSTRACT 
Molecular techniques to identify micro-organisms are becoming an 
indispensable tool in scientific research. The difficulty in characterizing and 
identifying fungi of the genus Aspergillus is due to the fact that some species 
are closely related to each other, and morphological differences between them 
are practically imperceptible. The genus Aspergillus is an important group of 
toxigenic fungi present in food. The aim of this study was the characterization of 
cocoa and coffee toxigenic mycobiota from the states of Espírito Santo, Minas 
Gerais, São Paulo, Bahia and Pará. And the development of a molecular 
methodology for identification of Aspergillus niger. One hundred and fourteen 
samples were analyzed, divided into 64 cocoa 50 coffee samples. For isolation 
of fungi, the samples, waere plated in agar Dichloran Glycerol 18% (DG18) after 
disinfection with sodium hypochlorite 0,4%. A total of 1020 fungi have been 
isolated in CYA, of which, 769 (75.4%) were identified as genus Aspergillus, 
120 (11.8%) Eurotium, 52 (5%) hyphomycetes, 41 (4%) Penicillium, 24 and (2 
,4%) Fusarium. Of the 429 cocoa isolates, 267 belonged to section A. Flavi. In 
Coffee 591 fungus were isolated, of which 451 were identified as A. section 
Nigri. The production of mycotoxins evaluation, showed that 25% of the strains 
isolated as A. section Flavi were producing aflatoxins, while 8% of 471 A. 
section Nigri were producing ochratoxin A. For the molecular analysis were 
selected 160 strains belonging to A. Nigri section. For DNA extraction two kits 
were tested. The PowerLyzerTM Power Soil® DNA Isolation Kit Mobio and 
PrepMan Ultra kit from Applied Biosystems. The Mobio Kit was chosen for the 
analysis due to its reproducibility. Of the 127 strains analyzed, 112 were 
identified as A.niger/A. welwitschiae. A.niger and A. welwitschiae are close 
species in the process of speciation, which makes their identification, even with 
molecular techniques, very dificult. Nevertheless these two species are OTA 
producers and their identification is a valuable tool for food mycology research.  
Key words: Asperillus niger, Ochratoxins, Aflatoxin, Real - time PCR. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
A identificação correta das espécies é um fator crítico para toda 
pesquisa biológica. A identificação carrega um conjunto de informações 
conhecidas acerca de cada organismo, seu papel ecológico, sua fisiologia e 
propriedades bioquímicas,  seu benefício e risco social.  
O gênero Aspergillus tem um grande impacto em várias áreas de 
pesquisas e muitas espécies são importantes como patógenos em animais e 
humanos, agentes deterioradores de alimentos, produtores de metabólitos 
tóxicos ou, por outro lado, como micro-organismos úteis na fermentação de 
alimentos e aplicações biotecnológicas. Embora o gênero Aspergillus contenha 
atualmente 339 espécies estabelecidas, a sua sistemática ainda se encontra 
em construção (SAMSON; VARGA, 2009, SAMSON et al., 2014).  
As chaves de identificação clássicas do gênero Aspergillus são na sua 
maioria baseadas nos caracteres fenotípicos, usando critérios morfológicos e 
fisiológicos como: cor da colônia, estruturas de esporulação e habilidade de 
crescer em meios definidos, em diferentes atividades de água e temperaturas, 
entre outros. A metodologia tradicional de isolamento e identificação de fungos 
requer muito tempo e necessita de um avançado conhecimento sobre a 
morfologia de fungos. 
Nas últimas décadas, os estudos moleculares têm se mostrado uma 
valiosa ferramenta para identificação dos fungos. A aplicação das técnicas de 
biologia molecular tem ajudado a sobrepor problemas da metodologia 
tradicional, porque elas permitem reduzir o tempo para obtenção dos 
resultados de vários dias para algumas horas, permitindo uma identificação 
específica. Essas técnicas, entretanto, têm revelado a existência de um número 
muito maior de espécies do que se conhecia previamente, muitas delas ainda 
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não identificadas ou aceitas formalmente (HAYAT et al., 2012). Os avanços nas 
técnicas de análise molecular, revelaram novas espécies no gênero 
Aspergillus, principalmente em Aspergillus section Flavi, Aspergillus section 
Circumdati e Aspergillus section Nigri que são as espécies toxigênicas 
encontradas em muitos produtos agrícolas e alimentos no Brasil.  
Entre os produtos agrícolas de maior destaque no cenário nacional e 
mundial, o cacau e o café estão entre as principais commodities produzidas 
pelo Brasil, impactando diretamente no desenvolvimento sócio-econômico 
brasileiro. A qualidade final desses produtos é resultado da contribuição de 
vários fatores, entre os mais importantes: as condições climáticas, tipo de 
colheita, adubação, tratamentos fitossanitários, maturação, secagem, e 
armazenamento (PITT et al., 2013). É no processamento desses alimentos que 
os fungos toxigênicos podem estar presentes e produzir micotoxinas. 
A presença de ocratoxina A, uma  potente micotoxina nefrotóxica, em 
cacau e café já tem sido reportada por autores ao logo dos anos (BONVEHI, 
2004; TANIWAKI et al., 2014; BATISTA et al., 2003; COPETTI et al., 2010). A 
correta identificação das espécies presentes nesses alimentos pode fornecer 
parâmetros para o controle e futuras estratégias para a redução dos riscos aos 
consumidores associados ao consumo destes alimentos. 
Desta maneira o presente trabalho teve como objetivo, analisar a 
micobiota presente em cacau e café de diferentes localidades brasileiras e em 
diferentes estádios de processamento. Assim como, desenvolver uma 
ferramenta de identificação molecular para Aspergillus niger (produtor de 
ocratoxina A), possibilitando a futura utilização deste método e dados gerados 
para estudos de prevenção da contaminação nos alimentos.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
2.1 Café 
A palavra café é um termo geral, referindo-se ao fruto, semente, bebida 
e produtos da planta do gênero Coffea L, pertencente à família das Rubiáceas. 
Duas principais espécies dominam o mercado mundial: Coffea arabica (café 
arábica) com 61% da produção mundial e Coffea canephora (café robusta) com 
39% no ano de 2012 (ABIC, 2015). O café é uma planta de porte arbustivo, 
atingindo de 4-6 m de altura (café arábica) e 8-12 m (café robusta). O fruto 
desta planta é denominado cereja, apresenta sua estrutura com duas sementes 
envolvidas pelo pericarpo e uma camada de mucilagem (IIIY; VIANI, 2005). No 
Brasil, a produção de café se expandiu e, atualmente, são 15 Estados 
produtores: Acre, Bahia, Ceará, Espírito Santo, Goiás, Distrito Federal, Mato 
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Pará, Paraná, Pernambuco, Rio de 
Janeiro, Rondônia e São Paulo (MAPA, 2015). 
O café arábica é o produto de melhor qualidade, e possui concentrações 
mais elevadas de carboidratos, lipídeos e compostos orgânicos. Teve sua 
origem no oriente e hoje é cultivado, no Brasil nas lavouras de Minas Gerais, 
São Paulo, Paraná, Bahia, Rio de Janeiro e em parte do Espírito Santo. O café 
robusta é usado para a obtenção de cafés solúveis, possui menos acidez e é 
considerado bebida neutra (menos teores de cafeína e compostos fenólicos). 
Predomina nas lavouras do Espírito Santo, em Rondônia, e em parte da Bahia 
e de Minas Gerais (MAPA, 2015). 
O consumo de café praticamente dobrou nos últimos 40 anos no mundo. 
Espera-se que em 2019, a produção ultrapasse 9 milhões de toneladas (ABIC, 
2015). O Brasil, em 2014, manteve sua posição de maior produtor e exportador 
mundial de café e de segundo maior consumidor do produto. No país a safra 
alcançou 45,34 milhões de sacas de 60 kg de café beneficiado, sendo o estado 
de Minas Gerais o principal produtor respondendo por 49,93% da produção 
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nacional, seguido do Espírito Santo, São Paulo, Bahia, Rondônia e Paraná 
(MAPA, 2015). A qualidade dos grãos de café no final de seu processamento 
influencia diretamente no preço de venda no mercado mundial, e nem sempre 
o excelente desempenho em termos quantitativos, acompanha o aspecto 
qualitativo. É fato reconhecido que a qualidade da bebida é decorrente da 
somatória de inúmeros fatores. Assim, reconhecendo-se a importância do café 
no mercado mundial, torna-se extremamente oportuno e prioritário o estudo de 
componentes (biológicos ou não) que possam afetar a sua qualidade e 
principalmente a sua segurança no que concerne à de saúde pública 
(IAMANAKA et al., 2014). 
O desenvolvimento de micro-organismos como fungos e bactérias nos 
grãos de café afeta a qualidade da bebida. Existe uma série de micro-
organismos que podem contribuir de forma positiva ou negativa, no que se 
refere à qualidade do produto, isso porque a qualidade do café é determinada 
por sucessões favoráveis ou não e reações enzimáticas durante a fermentação 
microbiana. Estas reações ocorrem nos grãos em associação com esses 
micro-organismos (KRUG, 1940). 
Para ser comercializado o café passa pelas etapas de colheita, preparo, 
beneficiamento, transporte e armazenamento. A colheita de preferência, deve 
ser realizada quando a maior parte dos frutos já atingiu a maturidade, visando a 
qualidade dos produtos finais. Além disso, nessa etapa deve-se  evitar o 
contato e permanência no solo, pois a infecção dos frutos por fungos 
toxigênicos e consequente produção de micotoxinas já foi reportada por alguns 
autores (TANIWAKI et al., 2003; BATISTA et al., 2003). Depois de colhido, o 
café deve seguir para as etapas de secagem o mais rápido possível para não 
permanecer com alta umidade por muito tempo, pois os frutos são ricos em 
nutrientes e são susceptíveis à multiplicação microbiana. A micobiota, assim 
como a subsequente produção de toxinas estão associadas à condições como 
o teor de umidade dos grãos, temperatura, tempo, condição física (grãos 
quebrados), concentração do fungo, conteúdo de oxigênio, tempo de 
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armazenamento dos grãos e ataques de insetos (PEZZINI et al., 2005). O café 
é suscetível ao crescimento de fungos micotoxigênicos por causa das 
condições de temperatura e umidade ideais para sua multiplicação encontradas 
no processo (PATERSON et al., 2014). 
2.2 Cacau 
A planta da espécie Theobroma cacao L, pertencente à família 
Malvaceae produz frutos popularmente conhecidos como cacau. A árvore é 
originária do Amazonas e outras áreas tropicais das Américas do Sul e Central. 
Existem 3 principais cultivares de T. cacao reconhecidos, Criollo e Forastero, e 
o terceiro grupo (WOOD; LASS, 1985). Sensível a extremos climáticos e muito 
vulnerável a pragas e fungos, o cacaueiro requer calor e umidade. 
Temperaturas entre 24 e 28°C e, no mínimo, 1500 mm de chuva bem 
distribuída ao longo do ano representam as condições ideais para seu cultivo. 
Desta maneira, atualmente a maior parte do cacau é cultivada em uma faixa de 
20° ao norte e sul da linha do equador (CEPLAC, 2015). Embora T. cacau seja 
nativa da América Central e do Sul, cerca de 70% da safra mundial é 
atualmente produzida na África Ocidental. 
A variedade Forastero é a mais cultivada, compreendendo 95% da 
produção mundial de cacau, sendo principalmente produzida na África, 
América Central e do Sul, e cultivada praticamente em todos os países 
produtores (CEPLAC, 2015). A árvore desta variedade têm um crescimento 
mais rápido, são mais produtivas e mais resistentes à enfermidades do que 
outros tipos. O cacau comercial derivado do Forastero é menos aromático e 
muito mais influenciado pela tecnologia do processamento. Os grãos de melhor 
qualidade são os provenientes da variedade Criollo, que é produzida 
principalmente na Venezuela. As árvores são de pequeno porte com 
rendimento relativamente baixo e mais susceptíveis às doenças. No entanto, o 
cacau da variedade Criollo é bastante aromático e de excelente qualidade, 
destinado a produção de chocolates finos. Trinitário, um híbrido entre Criollo e 
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Forastero, é considerado como sendo de maior qualidade do que o Forastero e 
apresenta maior resistência a doenças que o Criollo (DIAMONDE et al., 2015) 
Além dos híbridos, atualmente são incluídos neste grupo todas as variedades 
que não sejam Criollo ou Forastero (COPETTI et al., 2010) . 
Atualmente, o cacau é consumido predominantemente na forma de 
chocolate, que representa aproximadamente 90% da destinação do cacau. Os 
demais 10% são usados na produção de bebidas e cosméticos (DONOVAN, 
2006). Depois de dois anos consecutivos de superávits de abastecimento, a 
temporada 2012/2013 registrou um grande déficit de aproximadamente 160 mil 
toneladas pela ICCO (International Cocoa Organization). A produção mundial 
de amêndoas de cacau diminuiu 3,7%, totalizando 3.931 milhões de toneladas 
em 2013, em comparação com a temporada anterior. A produção da Costa do 
Marfim e Gana tem sofrido uma queda, mas estes países ainda são os maiores 
produtores mundiais com 2.280 milhões de toneladas, representando 58% do 
total da produção mundial. A produção nas Américas diminuiu quase 5% no 
ano de 2012 para 618 mil toneladas. Entretanto, o Brasil é o maior produtor das 
Américas, com um safra de 220 mil toneladas no mesmo ano (ICCO, 2014). 
O Brasil, portanto, se encontra entre os maiores produtores mundiais de 
cacau. Parte da sua produção é destinada à exportação, principalmente após 
passar por algum processamento industrial, e o restante se destina ao 
consumo interno. A qualidade final do cacau é resultado da contribuição de 
vários fatores, tais como, condições climáticas, maturação dos frutos, 
intensidade e regularidade da fermentação, quantidade de materiais aderentes 
à casca, que é dependente do tipo de fermentação e secagem adotados. Além 
disso, a realização da colheita no ponto certo, isto é, com uma quantidade 
máxima de frutos maduros, é fundamental para melhorar a qualidade final e 
gerar produtos com alto teor de gordura, o que é sempre desejado. A presença 
de fungos, assim como no café, é observada em várias fases do 
processamento. Dois pontos críticos que favorecem o crescimento de fungos 
são as etapas de secagem e estocagem do cacau, o que além do aspecto 
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deteriorativo representa um perigo à saúde devido a possibilidade de formação 
das micotoxinas. Sendo assim, o monitoramento dessas etapas, pode ser a 
chave para proteger a saúde pública (COPETTI et al., 2010). 
2.3 Aspergillus 
O gênero Aspegillus é pertencente à classe dos hifomicetos, ocorrem em 
grande variedade de habitats, especialmente como saprófitas em solos, 
alimentos armazenados, entre outros. São caracterizados e facilmente 
identificados pela formação de conidióforos com estipes grandes e espessas, 
terminando na forma de vesícula. Estas são geralmente esféricas e são a base 
para o crescimento de métulas e/ou fiálides, que por sua vez, são as estruturas 
onde se formam os conídios (esporos assexuados) (KLICH; PITT, 1988; PITT; 
HOCKING, 2009). As colônias aparecem em diferentes colorações (tons de 
verde, amarelo, marrom, branco, preto e cinza) (KLICH, 2002). 
Os Aspergillus são capazes de crescer numa ampla faixa de 
temperatura, possuem esporos resistentes à luz e à substâncias químicas, 
portanto conseguem competir com outros gêneros pelo domínio na 
contaminação de alimentos. Nos trópicos e sub-trópicos sua ocorrência é maior 
do que a do gênero Penicillium, e várias espécies são capazes de produzir 
metabólitos tóxicos, chamados de micotoxinas (SAMSON et al, 2004; PITT; 
HOCKING, 2009). Dentro deste gênero encontram-se as seções de: Flavi, Nigri 
e Circumdati, as quais possuem espécies produtoras de toxinas como: 
aflatoxinas, ocratoxinas e fumonisinas, além de diversos outros metabólitos 
tóxicos.  
As espécies de Aspergillus estão entre os mais importantes fungos 
produtores de micotoxinas, mas no Brasil pouco se conhece sobre a 
diversidade deste gênero. Há, inclusive, em boa parte dos grupos de pesquisa, 
dificuldades na identificação das espécies de Aspergillus coletados de 
diferentes fontes. A identificação correta à nível de espécie é muito importante 
23 
 
 
 
na micologia de alimentos, porque existem várias características morfológicas e 
fisiológicas associadas à cada espécie. Além disso, o conhecimento da 
distribuição das espécies toxigênicas nos alimentos é de real importância, 
porque pode fornecer parâmetros para o controle e prevenção da produção de 
micotoxinas pelos fungos.  
2.3.1 Aspergillus section Nigri 
Os membros de Aspergillus section Nigri (grupo do Aspergillus niger) 
estão largamente distribuídos na natureza e são fungos deterioradores comuns 
em alimentos. Alguns isolados deste grupo são utilizados em processos 
fermentativos originando produtos como: antioxidantes (FANG et al., 2007), 
enzimas hidrolíticas (amilases, lipases), ácidos orgânicos (ácido cítrico e ácido 
glucônico) (MAGNUSON; LASURE, 2004) e como catalisadores em processos 
de biotransformação de compostos químicos (SCHAUER; BORIS, 2004). Estas 
espécies são muito comuns em alimentos e têm sido isolados de regiões de 
climas quentes. 
As principais características fenotípicas de A. section Nigri são a 
coloração negra das colônias, a cor dos conídios pode variar de marrom-escuro 
a preto, possuem conidióforos que podem ser uni ou bisseriados e vesículas 
esféricas. Atualmente o grupo é analisado segundo sua morfologia, dividindo-
se em espécies unisseriadas e bisseriadas, além dos caracteres de sua 
fisiologia e análises moleculares. Até 2008, 19 espécies foram aceitas tendo 
que em 2011 novas espécies foram reconhecidas, totalizando 26 espécies que 
atualmente compõem esta seção (SAMSON et al., 2007; VARGA et al., 2011).  
Embora a principal fonte de Aspergillus section Nigri seja o solo,  
espécies  desta seção já foram encontradas em grãos, frutos, vegetais, entre 
outros. A. section Nigri é um dos grupos mais difíceis para se classificar e 
identificar, e por causa disto foram propostos diversos esquemas taxonômicos. 
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As recentes abordagens moleculares têm mostrado que há uma elevada 
biodiversidade de espécies, e portanto que, existe uma dificuldade  na 
identificação e classificação destas espécies com base unicamente nos seus 
caracteres fenotípicos (SAMSON et al., 2007). Em decorrência disso, nos 
últimos anos o uso de novos métodos, incluindo análises de extrólitos, e o uso 
de ferramentas moleculares baseadas em PCR vêm sendo aplicadas em 
questões taxonômicas do genêro Aspergillus. (GEISER et al., 2007). As 
revisões taxonômicas, agora colocam pelo menos 11 espécies no agregado A. 
niger (VARGA et al., 2011) que estão dentro de A. section Nigri que não podem 
ser distinguidas morfologicamente. Entretanto, a identificação de A. niger ainda 
é controversa (PERRONE et al., 2011; VARGA et al., 2011). 
2.3.1.1 Aspergillus niger 
Aspergillus niger é amplamente usado em processos industriais e 
possuem o status de GRAS (“Generally Recognized as Safe” - Geralmente 
Reconhecido como Seguro) pela “Food and Drug Administration” (E.U.A.). No 
entanto, algumas cepas de A. niger foram descritas como produtoras de 
ocratoxina A e fumonisina B2. Assim, é de extrema importância a correta 
identificação dos fungos que estão em contato  direto com os produtos 
agrícolas ou alimentos (SAMSON et al., 2007; FRISVAD et al., 2007 SAMSON; 
VARGAS, 2009). 
Pitt & Hocking (2009) descrevem as colônias de A. niger como planas e 
aveludadas, medindo cerca de 60 mm de diâmetro em meio de cultura Czapek 
Extrato de levedura (CYA). A. niger crescem numa faixa de temperatura entre 6 
a 47 ºC, apresentando temperatura ótima entre 35 - 37 ºC. São capazes de 
tolerar uma ampla faixa de pH (1,4 - 9,8) e apresentam atividade de água 
mínima de crescimento de 0,88.  Microscopicamente são bisseriados, ou seja 
apresentam métulas (comprimento de 10 a 15 µm) e fiálides (7 a 10 µm), que 
cobrem toda a vesícula esférica medindo de 50 a 75 µm de diâmetro. Os 
conidióforos de A. niger possuem paredes lisas, com largura variando entre 1,0 
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a 3,0 mm. Os conídios são esféricos, possuindo diâmetro de 4 a 5 µm e suas 
paredes são rugosas ou estriadas (SCHUSTER et al., 2002; PITT; HOCKING, 
2009; SAMSON et al., 2010). 
Os conídios são pretos e muito resistentes à radiação solar, portanto, 
muitas vezes são encontrados em produtos secos ao sol como no caso do 
cacau e café (Figura 1). Além disso,o crescimento rápido e tolerância a pH 
ácido favorecem não só a persistência desta espécie no alimento, como 
também oferece vantagens seletivas para sua prevalência no ambiente frente à 
seus competidores (NIELSEN et al., 2009; TANIWAKI, 2006). 
Figura 1. Processo de secagem de alimentos. A: Amêndoas de cacau; B: 
Grãos de café. 
A espécie A. niger pertence ao agregado A. niger e juntamente com A. 
welwitschiae (syn A. awamorii.) são conhecidas por produzir ocratoxina A 
(OTA) e fumonisinas (FRISVAD et al, 2011.; HONG et al., 2013). A maior parte 
das espécies pertencentes ao agregado A. niger só podem ser distinguidas 
através de métodos moleculares, por pequenas diferenças entre os pares de 
bases de seu código genético (SAMSON et al., 2007). 
Em 2011, A. awamorii, uma espécie de filogenia incompreensível foi 
adicionada ao agregado A. niger (PERRONE et al., 2011). Em 2013, A. 
awamorii (sensu Perrone) foi renomeada como A. welwitschiae (HONG et al., 
A B 
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2013) e descrita como uma espécie estritamente relacionada à espécie A. niger 
(FRISVAD et al., 2014). Embora estas duas espécies se diferenciem em 
algumas características fisiológicas, somente abordagens moleculares, são 
capazes de distinguir de forma confiável estas duas espécies crípticas (VARGA 
et al., 2011). 
2.4 Micotoxinas 
Micotoxinas são metabólitos secundários produzidos por fungos 
filamentosos. Estas substâncias são capazes de causar doenças ou morte 
quando ingeridas por animais ou homem (SAMSON et al. 2004; PITT; 
HOCKING, 2009; SAMSON et al., 2010). Essas toxinas são produzidas a partir 
das vias metabólicas dos policetídeos, terpenóides e de alguns processos que 
usam aminoácidos essenciais. As micotoxinas possuem baixo peso molecular 
e estruturas químicas diversificadas (BOZZA, 2010). As micotoxinas são 
relativamente termorresistentes e podem apresentar–se ativas, mesmo após o 
processamento térmico, sendo mais sensíveis ao tratamento químico.  
A produção das micotoxinas está relacionada diretamente com o  
desenvolvimento fúngico, e pode ocorrer em qualquer fase da cultura: cultivo, 
colheita, ou estocagem. Nem todos os fungos são toxigênicos e a produção de 
toxinas pelos fungos depende de condições específicas de umidade, atividade 
de água, temperatura, substrato e atmosfera, além de fatores da própria 
fisiologia e bioquímica dos fungos (PITT; SAMSON, 2007). O fato mais 
alarmante é que as micotoxinas são termorresistentes e podem permanecer no 
alimento mesmo após a destruição dos fungos que as produziram. Os gêneros 
dos fungos mais comumente associados com toxinas que ocorrem, 
naturalmente, são Aspergillus, Penicillium e Fusarium (IAMANAKA et al, 2010). 
Os sintomas da ingestão de micotoxinas dependem do tipo de 
micotoxina ingerida, da concentração e a duração da exposição, bem como a 
idade, saúde, e o sexo do indivíduo exposto. A maioria das micotoxinas é 
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imunossupressora e algumas são cancerígenas, hepatotóxicas, nefrotóxicas, e 
neurotóxicas (MARROQUÍN-CARDONA et al., 2014). 
2.4.1 Ocratoxina A 
A ocratoxina, quimicamente consiste numa dihidroisocumarina ligada 
através de 7 grupos carboxílicos por uma ponte amida a L-fenilalanina. 
Existem, no mínimo, sete compostos relacionados estruturalmente (derivados 
de isocumarinas) denominadas de ocratoxinas, (IAMANAKA, 2004), sendo que 
as três mais reconhecidas são ocratoxina A, ocratoxina B e ocratoxina C. Entre 
essas, a ocratoxina A (OTA) é a mais comumente encontrada e a mais tóxica, 
a sigularidade dessa molécula está relacionado a sua estrutura com um átomo 
de cloro  como mostra a figura 2 (MURPHY et al., 2006). 
A ocratoxina A (OTA) é considerada um composto tóxico cumulativo, de 
fácil absorção e lenta eliminação, sendo responsável pela inibição da síntese 
proteíca, pela indução da peroxidação de lipídios, pelo estresse oxidativo e por 
danos no DNA em diversos tipos de tecidos (BOZZA, 2010). A OTA é suspeita 
como causa do câncer do trato urinário e danos ao rim, reportado em alguns 
países da Europa. A OTA foi reclassificada pelo IARC (2002) como um possível 
carcinógeno para humanos (classe 2b). A OTA vem sendo detectada em 
diferentes matérias-primas vegetais, no Brasil e no exterior, havendo restrições 
crescentes com relação à sua presença nos alimentos. É evidente que esta 
constatação reveste-se de extrema importância, podendo apresentar reflexos a 
curto e médio prazos nos aspectos econômico e de saúde pública. 
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Figura 2. Estrutura química da ocratoxina A. 
(Fonte: MURPHY et al., 2006) 
A presença de OTA em café e cacau tem sido relatada por diversos 
autores no Brasil e no mundo (BONVEHI, 2004; TANIWAKI et al. ., 2014; 
BATISTA et al., 2003; COPETTI et al., 2010). A ocratoxina A é produzida por 
algumas espécies de Aspergillus e Penicillium em diversas matrizes 
alimentares (HAYAT et al., 2012). O clima quente e úmido da zona tropical, tem 
sido uma vantagem adaptativa para o gênero Aspergillus, sendo estes os 
maiores produtores de micotoxinas em alimentos em regiões próximas aos 
trópicos. As espécies produtoras de OTA no café e cacau são, provavelmente 
Aspergillus section Nigri e A. section Circumdati conhecidos como produtores 
dessa toxina (BATISTA et al., 2003; JOOSTEN et al., 2001; TANIWAKI et al., 
2003; COPETTI  et al., 2010). 
Fungos que produzem a OTA exigem condições favoráveis, para crescer 
e produzir esta micotoxina. A disponibilidade de  água e temperatura é o fator 
mais importante a ser controlado. A monitorização desses fatores pode ser 
considerada uma importante estratégia para evitar a produção das micotoxinas 
durante a produção dos produtos agrícolas, bem como durante o processo de 
preparação de alimentos. A detecção precoce desses fungos pode evitar a 
contaminação por OTA em alimentos (LUQUE et al., 2013). 
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2.5 Legislação 
A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA),  publicou  no 
Diário Oficial da União, na Resolução RDC Nº 7 de 18 de fevereiro de 2011 os 
limites máximos tolerados (LMT) para a presença de micotoxinas em alimentos 
comercializados no Brasil. Foram estabelecidos limites para 14 categorias de 
alimentos. O LMT de ocratoxina A para amêndoas de cacau é de  10 μg/kg, 
para produtos de cacau e chocolates é de 5 μg/kg e para café torrado (moído 
ou em grão) e café solúvel é de 10 μg/kg (ANVISA, 2011). A Tabela 1 mostra 
os LMT de ocratoxina A para diferentes alimentos. 
Em 26 de dezembro de 2013, foi publicada no Diário Oficial da União 
uma Resolução - RDC Nº 59 que prorrogada os prazos até 1º de janeiro de 
2017 para a adequação dos limites estabelecidos da Resolução RDC Nº 7 de 
18 de fevereiro de 2011. 
Tabela 1. Limites máximos tolerados de ocratoxina A em diferentes alimentos 
(Fonte: ANVISA, 2011). 
Aplicação 22 de Fevereiro de 2011 
Micotoxinas Alimento LMT (μg/kg) 
Ocratoxina A 
Cereais e produtos de cereais, 
incluindo cevada malteada 
10 
Feijão 10 
Café torrado (moído ou em grão) e 
café solúvel 
10 
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Vinho e seus derivados 2 
Suco de uva e polpa de uva 2 
Especiarias: Capsicum spp. (o fruto 
seco, inteiro ou triturado, incluindo 
pimentas, pimenta em pó, pimenta de 
caiena e pimentão-doce) Piper spp. 
(o fruto, incluindo a pimenta branca e 
a pimenta preta) Myristica fragrans 
(noz-moscada) Zingiber officinale 
(gengibre) Curcuma longa (curcuma) 
Misturas de especiarias que 
contenham uma ou mais das 
especiarias acima indicadas 
30 
Alimentos a base de cereais para 
alimentação infantil (lactentes e 
crianças de primeira infância) 
2 
Produtos de cacau e chocolate 5,0 
Amêndoa de cacau 10 
Frutas secas e desidratadas 10 
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Aplicação inicial em janeiro de 2014, agora prorrogada para janeiro de 2017 
Micotoxinas Alimento LMT (μg/kg) 
Ocratoxina A 
Cereais para posterior processamento, 
incluindo grão de cevada 
20 
2.6 Identificação Molecular 
Recentemente, novas tecnologias foram desenvolvidas, com o objetivo 
de identificar os micro-organismos de forma rápida e segura. A identificação 
das espécies de Aspergillus permanece problemática, devido à variabilidade 
das características fenotípicas, o que tem levado a erros observados na 
literatura, especialmente na identificação de espécies produtoras de 
micotoxinas (SAMSON et al., 2007). As ferramentas moleculares tais como 
sequenciamento de DNA, REAL-TIME PCR (Real-Time polymerase chain 
reaction), RFLP (restriction fragment length polymorphism), RAPD (random 
amplified polymorphic DNA), AFLP (amplified fragment length polymorphisms), 
sequência de RNA ribossomal e genes que codificam proteínas têm sido 
aplicados para questões taxonômicas (GEISER et al., 2007).  
Os métodos usuais de identificação e quantificação dos fungos são 
trabalhosos e demandam tempo, além de exigirem testes morfológicos e 
fisiológicos que podem durar de 7 a 14 dias. Além disso, a discriminação entre 
as espécies intimamente relacionadas dentro do gênero Aspergillus é 
particularmente difícil até mesmo para os taxonomistas especializados. Novas 
abordagens moleculares têm mostrado que existe uma alta biodiversidade 
dentro deste grupo, o que torna a identificação com base unicamente nos seus 
caracteres fenotípicos difícil (PERRONE et al., 2007;. SAMSON et al., 2007). 
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A tendência atual de identificação de fungos se baseia no uso de 
métodos como a PCR e sequenciamento de genes específicos, que são 
simples, rápidos e possuem custo-benefício, além de serem confiáveis (HAYAT 
et al., 2012). 
As espécies que possuem poucas diferenças de nucleotídeos são 
consideradas mais próximas filogeneticamente. A região do espaçador 
transcrito interno (ITS) do DNA ribossomal (rDNA) é utilizada comumente para 
identificação de fungos, contudo, para gêneros como Fusarium e Aspergillus é 
necess rio utilizar outras regi es conser adas para identifica  o de espécies. 
Os genes codificadores da   tubulina e calmodulina,  ue exercem fun  es 
essenciais no metabolismo e estrutura celular, têm sido utilizados para obter 
resultados mais eficientes baseados em estudos filogenéticos (SAMSON; 
VARGA, 2010).  
O problema comum experimentado com identificações, tanto de fungos 
como de outros organismos, baseadas em sequências de DNA, está em 
comparar as sequências recém obtidas com bancos de dados de sequências 
depositadas. O GenBank do NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) é um arquivo de base de dados públicos, que aceita todas as 
sequências depositadas e nem sempre é feita a verificação dos nomes 
taxonômicos atribuídos às sequências. Isso resulta em pesquisas BLAST que 
muitas vezes dão acessos as sequências sem correspondência (SAMSON et 
al., 2014). Os avanços  no conhecimento do genoma dos fungos, permitem 
distinções pontuais entre espécies, possibilitando que PCRs sejam suficientes 
para identificação dos organismos. 
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3. OBJETIVOS 
3.1 Objetivo Geral 
Estudar a distribuição e a biodiversidade de espécies de Aspergillus 
toxigênicos isolados de café e cacau. 
3.2 Objetivos Específicos 
 Isolar espécies do gênero Aspergillus de café e cacau;  
 Identificar as espécies de Aspergillus section Flavi, Aspergillus section 
Nigri e Aspergillus section Circumdati;  
 Testar os isolados de Aspergillus section Flavi quanto à capacidade de 
produção de aflatoxinas; e os isolados de Aspergillus section Nigri e Aspergillus 
section Circumdati quanto a produção de ocratoxina A;  
 Desenvolver uma metodologia molecular para discriminar as espécies de 
Aspergillus niger dentro de Aspergillus section Nigri. 
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1. INTRODUÇÃO 
O café e cacau estão entre os produtos agrícolas de maior importância 
para a economia brasileira. A qualidade final desses alimentos é resultado da 
contribuição de vários fatores, tais como, condições climáticas, tipo de colheita, 
adubação, tratamentos fitossanitários, maturação, secagem, e armazenamento 
(PITT et al., 2013). Fungos filamentosos do gênero Aspergillus  em condições 
favoráveis são capazes de infectar uma grande variedade de commodities 
agrícolas. O alto índice de contaminação das matérias primas por fungos tem 
gerado perdas significativas à indústria de alimentos, pois além de 
deterioração, estes micro-organismos também são capazes de produzir 
micotoxinas (BRÄSE et al., 2009).  
 A contaminação pelos micro-organismos pode ocorrer em várias etapas 
do processamento, como no campo, antes ou após a colheita, durante o 
transporte ou o armazenamento, o conhecimento da distribuição das espécies 
fúngicas toxigênicas nos alimentos pode fornecer parâmetros para o controle e 
prevenção da produção de toxinas pelos fungos (VARGA; SAMSON, 2008). As 
espécies de Aspergillus são capazes de crescer em temperaturas elevadas e 
em atividade de água mais baixa que os fungos do gênero Penicillium, 
possuem esporos mais resistentes à luz e a substâncias químicas, por isso 
conseguem competir com outros fungos pelo domínio na contaminação de 
alimentos (HOCKING, 2007). As espécies de Aspergillus são predominante e 
causam deterioração de alimentos nos trópicos, enquanto que em zonas 
temperadas as espécies de Penicillum são as mais comuns (SAMSON et al., 
2002). 
A identificação correta à nível de espécie é muito importante na 
micologia de alimentos, porque existem várias características associadas à 
cada espécie. O conhecimento da micobiota associada a um determinado 
produto num determinado local possibilita prever os riscos de contaminação e 
desta forma proporciona a direção das pesquisas às eventuais micotoxinas 
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presentes (FRISVAD; SAMSON, 1991). Representantes do gênero Aspergillus 
section Nigri, merecem atenção, uma vez que espécies dessa seção são 
produtoras de ocratoxina A, uma micotoxina de caráter nefrotóxico, 
imunossupressor, carcinogênico e com potencial teratogênico. A presença de 
ocratoxina A (OTA) em café e cacau tem sido relatada por diversos autores no 
Brasil e no mundo (BONVEHI, 2004; TANIWAKI et al., 2014; BATISTA et al., 
2003; COPETTI et al., 2010). Desta maneira o trabalho tem o objetivo de 
analisar a micobiota de amostras de cacau e café oriundas de diferentes 
localidades do país e a produção de aflatoxina e ocratoxina A pelas cepas 
isoladas destes alimentos. 
2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1 Amostragem 
Um total de 114 amostras sendo 64 de café e 50 de cacau, foi 
coletado nos estados do Espírito Santo, Minas Gerais, São Paulo, Bahia e 
Pará.  As amostras de cacau foram separadas em: processadoras da Bahia 
(10 amostras); processadoras do Pará (10 amostras); e amostras da fazenda  
provenientes da Bahia (30 amostras). O café foi dividido em: Arábica (3 
amostras) provenientes de Andradas-MG; e Robusta de Campinas-SP (18 
amostras), Vitórias-ES (11 amostras) e Marilândia-ES (32 amostras) todas 
provenientes de fazendas (Tabela 2). Aproximadamente 1 kg de cada 
amostra foi colocado em saco plástico e analisado no laboratório de 
Micologia e Micotoxinas do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL).  
2.2 Análise da atividade de água 
A análise de atividade de água foi realizada dentro do período de 2 a 5 
dias da chegada das amostras utilizando o aparelho Aqualab, modelo 3T 
(Decagon, USA). As leituras foram realizadas em triplicata a 25 oC ± 1 oC. 
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2.3 Plaqueamento das amostras 
Para isolamento da micobiota, aproximadamente 50g de cada amostra 
foi desinfectada superficialmente com 0,4% de solução de hipoclorito de sódio 
por 2 minutos conforme a metodologia descrita em Pitt & Hocking (2009). Após 
a desinfecção, foram plaqueados 50 grãos de café e 50 amêndoas de cacau de 
cada amostra, distribuídos em 5 placas de Petri contendo o meio de cultura 
ágar Dicloran 18% Glicerol (DG18). As placas foram incubadas em estufa à 
temperatura de 25 ºC por um período de 5 a 7 dias. O DG18 é o meio de 
cultura recomendado para amostras com atividade de água menor que 0,95. 
2.4 Isolamento dos fungos 
Para identificação dos fungos isolados do meio DG18, as cepas 
suspeitas de pertencerem à Aspergillus section Flavi, A. section Nigri e A. 
section Circumdati e a outras espécies de interesse foram inoculadas no meio 
Czapek Extrato de levedura (CYA) e incubadas à temperatura de 25 ºC por 7 
dias. Para observação do tamanho da colônia e comparações macro e micro 
morfologicas, os isolados foram repicados novamente em CYA em 3 pontos 
equidistantes e incubados em três temperaturas diferentes, ou seja, 25 ºC, 37 
ºC e 42 ºC, por 7 dias. As espécies de Penicillium foram cultivadas seguindo-se 
as condições acima descritas,e também foram inoculados em CYA a 5ºC. 
Cada isolado foi identificado de acordo com a chave de Klich (2002), 
Samson et al. (2010), Pitt & Hocking (2009) e Varga et al. (2011). Para isto foi 
preparada uma lâmina para visualização microscópica, de acordo com Samson 
et al. (2010).  
Os isolados pertencentes a Aspergillus section Flavi  foram repicados 
em três pontos equidistantes no meio de cultura seletivo ágar Aspergillus 
Flavus Parasiticus (AFPA). As placas foram incubadas a 25ºC por 7 dias e as 
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culturas crescidas foram avaliadas quanto ao diâmetro das colônias e à 
coloração que apareceu em seu reverso. 
2.5 Avaliação do potencial de produção de aflatoxinas por Aspergillus 
section Flavi, ocratoxina A por A. section Nigri e A. section Circumdati 
Todos os isolados identificados como pertencentes à seção Flavi, Nigri e 
Circumdati, foram inoculados separadamente no meio ágar Extrato de 
Levedura Sacarose (YESA), meio com alta concentração de sacarose e 
incubados a 25ºC por 7 dias, para avaliação do potencial de produção de 
aflatoxinas e ocratoxina A. Decorrido o período de incubação, as toxinas foram 
extraídas, aplicando-se a técnica de ágar plug associada à cromatografia de 
camada delgada (TLC), de acordo com a técnica de FILTENBORG et al. 
(1983), com auxílio de um bisturi. Cada plug foi retirado do meio YESA com 
auxílio de um bisturi e colocado na placa de TLC. Em cada plug foram  
aplicadas 3 gotas da solução clorofórmio:metanol (1:1).  Dois microlitros dos 
padrões de aflatoxinas e de ocratoxina A também foram aplicados. A placa foi 
colocada numa cuba com a fase móvel, constituída de : tolueno: acetato de 
etila: ácido fórmico 90%: clorofórmio (7:5:2:5 v/v/v/v). Após o desenvolvimento 
das placas e secagem dos solventes, a placa foi colocada nem câmara UV e 
observada sob dois diferentes comprimentos de ondas, 356nm e 254 nm. O 
tempo de retenção e as fluorescências foram comparadas qualitativamente 
com os padrões de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 e ocratoxina A para avaliação da 
presença das mesmas nas cepas testadas. 
2.6 Preservação em sílica Gel 
Esta metodologia foi descrita por Smith & Onions (1983). Promoveu-se o 
crescimento do fungo e a suspensão dos esporos em agente protetor 
constituído de 5% de leite desnatado. Em seguida, a suspensão foi distribuída 
em tubos com sílica gel estéreis e congelados e agitada para penetração do 
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líquido. A secagem foi realizada na estufa à 30ºC por um período de 30 dias 
com agitações constantes. Após este período os tubos foram armazenados em 
refrigeração e longe da luz. 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
3.1 Distribuição das amostras e análise de atividade de água (aw) 
Os valores de atividade de água (média de triplicata) e a origem das 
amostras cacau e café arábica e robusta estão apresentados na Tabela 2. 
Houve uma grande diferença na atividade de água (aw) entre cada tipo de 
amostra coletada em diferentes estádios do processamento. A Tabela 2 mostra 
também as variações nas atividades de água em cada  alimento. 
O menor atividade de água encontrado nas amostras de cacau foi 0,560 
e a maior 0,828 nas amostras da fazenda. Em geral a atividade de água foi 
relativamente baixa para amêndoas  de cacau  mesmo em diferentes etapas de 
processamento. A atividade de água das amostras de café variaram de 0,404 
de Campinas-SP e 1,000 para amostras provenientes de Marilândia-ES. Os 
menores valores de aw foram encontrados nos café beneficiados (secos) e os 
valores alto foram mais evidentes nas amostras de café cereja, que não foram 
secos, e café passa que estavam no processo de secagem. Estes dados 
revelam que o cacau e o café apresentam elevada variação da atividade de 
água, o que permite o crescimento microbiano e fúngico, e são portanto, 
produtos susceptíveis à deterioração. 
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Tabela 2. Atividade de água nas amostras de cacau e café. 
Amostras Quantidade 
Local de 
Coleta 
Origem 
Média Aw 
(variação) 
Média da amostra/ variação 
Cacau 
10 Processadora Bahia 
0,654  
(0,586 - 0,700) 
0,666 (0,560 - 0,828) 10 Processadora Pará 
0,675  
(0,648 - 0,706) 
30 Fazenda Bahia 
0,667  
(0,560 - 828) 
 
Café Arábica 
3 Fazenda 
Andradas 
(MG) 
0,774  
(0,436 - 0,968) 
0,707 (0,404 - 1,00) 
Café Robusta 
 
18 
Fazenda 
Campinas 
(SP) 
0,525  
(0,404 - 0,952) 
11 Fazenda 
Vitória 
(ES) 
0,859  
(0,610 - 0,978) 
32 Fazenda 
Marilândia 
(ES) 
0,752  
(0,633 - 1,00) 
Total 114 
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3.2  Avaliação da micobiota  
A maioria das amostras analisadas apresentou infecção por fungos. A 
Figura 3  ilustra a distribuição dos fungos  nas amostras plaqueadas  de café (A 
e B) e cacau (C e D) respectivamente.  
 
Figura 3. Infecção fúngica das amostras de café e cacau. Plaqueamento direto 
em DG18. A e B: Café ; C e D: Cacau. 
Os grãos apresentaram contaminação fúngica principalmente por 
Aspergillus section Nigri (figura 3 A e B). As amêndoas de cacau apresentaram 
uma contaminação fúngica elevada de Aspergillus section Flavi (Figura 3 C) e 
Eurotium sp. (Figura 3 D).  
A B 
C D 
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As Tabelas 3 a 15 apresentam a percentagem de infecção dos grupos 
de fungos encontrados nas amostras analisadas, sendo: cacau provenientes 
das fazendas de Ilhéus-BA (Tabela 3), das processadoras de Ilhéus-BA 
(Tabela 4), e de Belém-PA (Tabela 5); café arábica da fazenda de Andradas-
MG (Tabela 6), café robusta da fazenda de Vitória-ES (Tabela 7), Marilândia-
ES (Tabela 8) e Campinas-SP (Tabela 9).  
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 Tabela 3. Porcentagem de infecção fúngica nas amostras de cacau provenientes das fazendas de Ilhéus (BA). 
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Tabela 4. Porcentagem de infecção fúngica nas amostras de cacau provenientes das processadores de Ilhéus (BA). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 5. Porcentagem de infecção fúngica nas amostras de cacau provenientes das processadores de Belém (PA). 
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Tabela 6. Porcentagem de infecção fúngica nas amostras de café arábica provenientes de Andradas (MG). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 7. Porcentagem de infecção fúngica nas amostras de café robusta provenientes de Vitória (ES). 
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Tabela 8. Porcentagem de infecção fúngica nas amostras de café robusta provenientes de Marilândia (ES).  
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Tabela 9. Porcentagem de infecção fúngica nas amostras de café robusta provenientes de Campinas (SP). 
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O cacau proveniente da fazenda de Ilhéus-BA (Tabela 3) apresentou em 
sua maioria, amêndoas contaminadas por fungos hifomicetos, Eurotium sp. 
além de Aspergillus section Flavi e em menor proporção Aspergillus section 
Nigri. Os principais grupos encontrados em cacau das processadoras de 
Ilhéus-BA  foram Eurotium sp. e Syncephalastrum sp., com uma parcela menor 
de amostras infectadas por Aspergillus section Flavi e apenas uma amostra 
(35) infectada por Aspergillus section Nigri (Tabela 4). Para as processadoras 
de Belém-PA foram encontrados apenas Eurotium sp., zigomicetos, hifomicetos 
e Aspergillus section Flavi. Além disso, metade das amostras não 
apresentaram infecção fúngica das amostras de cacau provenientes das 
processadoras de Belém (Tabela 5). 
O café arábica foi analisado em diferentes fases de secagem do grão. 
Em todas as amostras notou-se algum grau de infecção fúngica, tendo 
destaque nesses grãos as espécies de Fusarium sp. e Penicillium sp. Apenas 
na amostra 63 (passas) foi encontrado Aspergillus section Nigri (Tabela 6). No 
café robusta de Vitória-ES ocorreu uma infecção predominante por espécies de 
Fusarium sp. e Aspergillus  section Flavi, A. section Nigri e A. section 
Circumdati (Tabela 7). O café de Marilândia-ES apresentou um perfil de 
infecção diferente do café robusta de Vitória. Aspergillus section Nigri foram os 
fungos predominantes e as espécies de Fusarium sp. foram encontradas 
apenas em duas amostras (Tabela 8). O café robusta de Campinas-SP 
apresentou, em geral, uma percentagem de infecção bem menor em 
comparação com os outros  cafés analisados (Tabela 9).  
O presente trabalho apresentou resultados de infecção que corroboram 
com outros estudos que analisaram a micobiota de cacau e café. No presente 
estudo, assim como no trabalho de Copetti e colaboradores (2011), a maior 
incidência de fungos toxigênicos encontradas em cacau durante estocagem se 
deu por A. section Flavi, seguido de A. section Nigri e não houve a presença de 
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A. section Circumdati. Para o café a maior incidência de fungos toxigênicos 
nitidamente foi da seção Nigri, assim como nos trabalhos de Bucheli & 
Taniwaki, (2002), Taniwaki e colaboradores (2003), Leong e colaboradores 
(2007) e Noonim e colaboradores (2008). Neste estudo Aspergillus section 
Circumdati foi encontrado em café robusta do Estado do Espírito Santo e  no 
café arábica do Estado de Minas Gerais, diferindo dos trabalhos anteriores de 
Urbano et al. (2001) e Taniwaki et al. (2003). Contudo apenas 3 amostras de 
café arábica foram analisados, necessitando de mais amostras para garantir 
um  perfil de infecção completo. 
Um total de 1020 fungos foram isolados do cacau e café, a seleção dos 
fungos foi baseada na incidência de ocorrência no alimento com ênfase nas 
espécies toxigênicas de interesse. Desta maneira, todos os representantes 
pertencentes à seção Flavi, Nigri e Circumdati foram isolados. Dentre o total de 
isolados, 769 (75,4%) foram do gênero Aspergillus, 120 (11,8%) Eurotium, 52 
(5%) hifomicetos, 41 (4%) Penicillium, 24 (2,4%) Fusarium, e outros com 
menos de 1% de incidência os Paecilomyces e fungos dematiáceos (black 
molds) como mostra a Figura 4. Representantes dos isolados de Aspergillus 
foram mantidos na sílica, conforme a técnica descrita, que mostrou-se eficaz na 
manutenção das características das culturas.   
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Figura 4. Porcentagem de fungos isolados de cacau e café (dentro de uma 
amostragem de 1020 isolados). 
As espécies de Aspergillus foram as predominantes nas amostras de 
cacau e café, sendo mais de 70% deste gênero, o que era de se esperar 
devido ao clima tropical das regiões coletadas. Nota-se uma nítida diferença de 
contaminação entre os dois alimentos analisados. A figura 5 mostra os fungos 
isolados das amostras de cacau. De 429 isolados, 267 pertencem à seção 
Flavi, 83 Eurotium sp., 24 Penicillium sp., 23 hifomicetos, 20 A. section Nigri, 8 
Paecylomyces, 2 Fusarium sp., 2 fungos dematiáceos (black molds) (Figura 5).  
Aspergillus section Flavi foi encontrado com mais frequência nas 
amostras  de cacau. Os fatores que favorecem a predominância de A. section 
Flavi são a composição rica em lipídeos, a temperatura, a variação na umidade 
e a atividade de água (Pitt & Hocking, 2009). Copetti et al. (2011) relataram a 
ocorrência de Aspergillus em todas as fases do processamento primário do 
cacau. 
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Figura 5. Isolados das amostras de cacau. 
 Aspergillus sp. tem sido encontrado no cacau por diversos autores. 
(AMÉZQUETA et al., 2008; COPETTI et al., 2011; MOUNJOUENPOU et al., 
2008; SÁNCHZ-HERVÁS et al., 2008). Sánchz-HERVÁS et. al. (2008) também 
encontraram A. section Nigri e A. section Flavi em amêndoas de cacau, 
provenientes de Serra Leoa, Guiné Equatorial e Equador. Não foi encontrado 
A. section Circumdati nas amostras de cacau,  assim como nas amostras de 
Sánchz-Hervás et. al. (2008).  
Outros fungos encontrados nas amostras de cacau foram Eurotium sp., 
Penicillium sp., hifomicetos. Outros trabalhos citam além do gênero Aspergillus, 
o gênero Mucor, Penicillium e Fusarium (COPETTI et al., 2011; 
MOUNJOUENPOU et al., 2008; SÁNCHZ-HERVÁS et al., 2008). A elevada 
presença de Eurotium sp. em cacau pode estar ligada a atividade de água 
encontrada nessas amostras. Eurotium sp. são fungos xerofílicos e podem 
crescer em baixa atividade de água. 
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As espécies A. section Flavi encontradas em cacau e café foram: A. 
flavus com 88  isolados, A. tamarii com 150 isolados, A. caelatus com 3 
isolados, e A. parasiticus com apenas 1 isolado. O restante dos isolados  foram 
identificados como A. section Flavi.  
O meio AFPA foi uma boa ferramenta para distinguir A. tamarii e A. 
pseudotamarii das outras espécies de A. section Flavi por apresentar uma 
colônia com um reverso marron-avermelhado ( Figura 6 A). A. pseudotamarii 
pode ser distinguido de A. tamarii por produzir aflatoxinas B1 no meio YESA 
pela técnica do ágar plug, enquanto todas as cepas de A. tamarii não foram 
produtoras de aflatoxinas. As demais espécies testadas apresentaram uma 
coloração laranja no reverso do meio AFPA (Figura 6 B).  
 
Figura 6. Reverso do meio AFPA de A. section Flavi. A: Meio AFPA reverso 
marrom-avermelhado. B: Meio AFPA reverso coloração laranja. 
A. section Nigri apresentou o maior número de isolados encontrados no 
café. Dos 591 isolados, 451 foram A. section Nigri, 37 Eurotium sp., 29 
hifomicetos, 22 Fusarium sp., 19 A. section Circumdati, 17 Penicillium sp., 10 A. 
section Flavii, 2 Aspergillus fumigatus, 4 dematiaceos (black molds) (Figura 7).   
A B 
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Figura 7. Isolados das amostras de café. 
 
 A ocorrência de A. section Nigri nas amostras de café arábica e robusta, 
tem sido citada por vários autores (BUCHELI; TANIWAKI, 2002; TANIWAKI et 
al. 2003; LEONG, et al., 2007, NOONIM et al., 2008). As espécies pertencentes 
à seção Nigri são capazes de crescer rapidamente, toleram pH ácido, 
temperatura entre 8 ºC a 45 ºC e são resistentes aos raios solares, por 
possuírem esporos com pigmentação escura (Pitt & Hocking, 2009). Estas 
características favorecem não só a permanência destas espécies no alimento, 
como também oferece vantagens seletivas para prevalecer no ambiente frente 
à seus competidores (NIELSEN et al., 2009; TANIWAKI, 2006).   
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3.3 Avaliação da produção de micotoxinas 
As espécies identificadas nesta seção foram: Aspergillus niger (40) e 
Aspergillus carbonarius (3). Alguns autores relatam que A. carbonarius e A. 
niger são muita vezes encontrados  em associação, sendo um dos principais  
produtores de ocratoxina A em alimentos de regiões tropicais e subtropicais 
(DUARTE et al., 2010). A. section Circumdati são tradicionalmente conhecidos 
como produtores de ocratoxina A (PITT; HOCKING, 1997), mas foram 
encontrados em menor proporção que A. section Nigri nas amostras de café 
analisadas neste trabalho . 
A Tabela 10 mostra a potencialidade de produção de aflatoxinas B1, B2, 
G1 e G2 (AFB, AFG) dos isolados de cacau e café.  A. parasiticus foi produtor 
de aflatoxinas B e G, enquanto que A. flavus, 74% e 100% dos isolados do 
cacau e café, respectivamente, foram produtores de aflatoxinas B. Os isolados 
de  A. tamarii e A. caelatus não foram produtoras de aflatoxinas. 
A potencialidade de produção de OTA por A. section Nigri é mostrado na 
Tabela 11. Das espécies identificadas como A. niger a OTA foi produzida por 
8% das espécies isoladas de  café e por nenhuma isolada de cacau. Enquanto 
que as espécies pertencentes à seção Nigri, 26% e 7% dos isolados de cacau 
e café produziram OTA. 
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Tabela 10. Potencialidade de produção de  aflatoxinas (AF) B e G pelos nº 
isolados/nº produtores (% produtores). 
 
Tabela 11.Potencialidade de produção de  ocratoxina A pelos nº isolados/nº 
produtores (% produtores). 
 
 
 
 
 
 
Espécies 
Aspergillus 
Cacau Café 
Nº 
isolados 
  
Nº 
isolados 
  
Nº 
produtores 
Produtores 
(%) 
Nº 
produtores 
Produtores 
(%) 
A. caelatus 2 0 0 1 0 0 
A. flavus 82 61 74 6 6 100 
A. parasiticus 1 1 100 0 0 0 
A. tamarii 149 0 0 1 0 0 
A. section 
Flavi 
33 3 9 2 0 0 
Espécies 
Aspergillus 
Cacau Café 
Nº 
isolados 
  
Nº 
isolados 
  
Nº 
produtores 
Produtores 
(%) 
Nº 
produtores 
Produtores 
(%) 
A. niger 3 o 0 37 3 8 
A. 
carbonarius 
0 0 0 3 3  100 
A. section 
Nigri 
17 6 26 411 26 7 
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4. CONCLUSÃO 
 Dentre o total de amostras analisadas foi possível observar elevada 
infecção fúngica em cacau e café e uma grande diversidade de fungos 
presentes.  
A micobiota do cacau mostrou alta incidência de Aspergillus section 
Flavi. No café predominou Aspergillus section Nigri. Além das espécies 
toxigênicas foi possível notar uma micobiota bastante diversificada, em cacau 
principalmente espécies de Eurotium sp. e Penicillium sp, enquanto no café, 
além de Eurotium sp., foram encontrados em maior número os hifomicetos e 
Fusarium sp. Aspergillus section Circumdati só foi encontrado no café. 
Houve produção de toxinas pelas cepas de A. section Flavi e A. section 
Nigri. A presen a de espécies toxigênicas n o implica  ue  a er  
necessariamente a produ  o da micotoxina, pois são necessárias condições 
especificas para produção de toxinas. Contudo a presença destas espécies 
indica alguma falha na colheita, processamento ou estocagem desses 
alimentos. 
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CAPÍTULO II: DISCRIMINAÇÃO MOLECULAR DE ESPÉCIES DE 
ASPERGILLUS NIGER POR PCR REAL-TIME. 
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1. INTRODUÇÃO 
As chaves de identificação clássicas do gênero Aspergillus são na sua 
maioria baseadas nos caracteres fenotípicos, usando critérios morfológicos e 
fisiológicos como: cor da colônia, estruturas de esporulação e habilidade de 
crescer em meios definidos, em diferentes atividades de água e temperaturas, 
entre outros. A metodologia tradicional de isolamento e identificação de fungos 
requer muito tempo e necessita de um alto conhecimento em morfologia de 
fungos.  
Aspergillus section Nigri, são fungos distribuídos amplamente no 
ambiente. São importantes contaminantes de alimentos e podem estar 
presentes em diferentes fases do processamento como na pré-colheita, 
secagem, estocagem e transporte. (ABARCA et al. 2004; SAMSON et al. 
2004). Aspergillus section Nigri podem ser produtores de Ocratoxina A (OTA), 
uma micotoxina nefrotóxica, teratogênica e imunossupressora. (LÓPEZ DE 
CERAIN et al., 2000).   
A taxonomia de Aspergillus section Nigri ainda gera controvérsia, 
provavelmente porque durante muitos anos a classificação foi baseada apenas 
em critérios morfológicos e fisiológicos e, em alguns casos, não é possível 
notar diferenças entre as espécies somente através destes critérios (SAMSON; 
VARGA 2009). O agregado Aspergillus niger representa o subgrupo 
taxonômico mais complexo de ser identificado. Com pelo menos 11 espécies, a 
identificação só pode ser realizada com técnicas moleculares. A. niger, 
juntamente com A. welwitschiae são as únicas espécies deste agregado que 
produzem OTA e fumonisinas (FRISVAD et al, 2011.; HONG et al., 2013). 
Nas últimas décadas, os estudos moleculares têm se mostrado uma 
valiosa ferramenta para identificação dos fungos. A aplicação das técnicas de 
biologia molecular tem ajudado a sobrepor problemas da metodologia 
tradicional, porque pode reduzir o tempo de vários dias para algumas horas, 
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permitindo uma identificação específica. Essas técnicas, entretanto, têm 
revelado a existência de um número muito maior de espécies do que se 
conhecia previamente, muitas delas ainda não identificadas ou aceitas 
formalmente (HAYAT et al, 2012). Nos  ltimos anos, ferramentas moleculares, 
como RFLPs, RAPDs, AFLP, MLEE, se uências ribosomais RNA e se uencias 
de gene de proteínas codificadoras, são aplicadas a questões taxonômicas do 
gênero. Todavia, a identificação molecular muitas vezes se depara com a 
limitação das sequências depositadas nos bancos de dados, tais como NCBI e 
MycoBank, que pode não contemplar toda a biodiversidade fúngica brasileira. 
Novas abordagens para identificação de espécies de forma rápida e eficaz, são 
essênciais para o conhecimento da distribuição de fungos toxigênicos em 
alimentos (SAMSON et al. 2014). Nestas condições o objetivo deste trabalho é 
o estabelecer de uma metodologia molecular para a identificação de cepas de 
A. niger. 
2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1 Seleção de cepas 
Foram selecionadas 127 cepas provenientes de café e cacau. As cepas 
escolhidas pertencentes à seção Nigri foram isoladas a partir das 114 
amostras, sendo 64 amostras de café e 50 amostras de cacau, coletadas nos 
estados de Espírito Santo, Minas Gerais, São Paulo, Bahia e Pará, conforme 
descrita no capítulo anterior. 
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2.2 Extração do DNA 
Para extração de DNA foram testados dois Kits:  1) kit PowerLyzerTM 
Power Soil®  DNA Isolation Kit (Mobio) e 2) PrepManTM Ultra (Applied 
Biosystems). 
Para extração com o primeiro Kit, as cepas de A. section Nigri foram 
crescidas em meio líquido caldo extrato de malte por dois dias a 25°C para 
extração de DNA. As colônias crescidas foram maceradas com nitrogênio 
liquido e então seguiu-se a extração de acordo com o protocolo do fabricante: 
uma parte do macerado foi adicionado ao tubo contendo uma solução 
bead, passado pelo vortex levemente e adicionaram-se 60 μl da solução 1 do 
kit. Inverteu-se o tubo várias vezes passando novamente pelo vortex à 
velocidade máxima por 10 minutos. Em seguida o tubo foi colocado para 
centrifuga  o a 10.000x g por 30 seg. O sobrenadante (aprox. 450 μl ) foi 
transferido para um novo tubo do kit e então foi adicionado 250 μl da solução 2 
seguindo para homogeneização no vortex por 5 seg. Após essa etapa, o tubo 
foi incubado a 4oC por 5 min. Em seguida o tubo foi centrifugado novamente a 
10.000x g por 1 min., e então o sobrenadante foi transferido para um novo tubo 
do kit. Em seguida foram adicionados 200 μl da solução 3 e foi repetido os 
mesmos passo da solução 2. Após a centrifugação da solução 3 o 
sobrenadante foi para um novo tubo de kit e adicionaram-se 1200 μl da solução 
4. Uma alí uota de 675 μl foi filtrada em uma coluna e centrifugada a 10.000x g 
por 1 min., o procedimento foi repetido até passar todo o liquido pela coluna. 
Na próxima etapa, foram adicionados 500 μl  da solução 5 no centro do filtro e 
centrifugado por 30 segundos; a coluna foi transferida para um novo tubo, 
adicionando-se 50 μl da solu  o 6 no centro da coluna, centrifugando 
novamente por 30 segundos; o filtro foi descartado e o DNA contido no tubo 
armazenado a -20oC.  
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O segundo kit utilizado foi o PrepManTM Ultra (Applied Biosystems). Para 
a extração, a cepa foi inoculada em meio YESA, mantido a 25°C por dois dias e 
também utilizou-se o protocolo de acordo com o fabricante como segue:  
Uma pequena parte (0,5 cm x0,5 cm) da colônia foi cortada, e retirando-
se todo o ágar do reverso do fungo  para não restar interferentes. Em seguida o 
pedaço da colônia foi colocado em 200 μl da solução de preparo do reagente e 
submetido a agitação em vortex por 30 segundos. Em seguida foi levado ao 
banho-maria a 95ºC por 15 min. Após essa etapa a amostra foi centrifugada a 
14.000 rpm por 7 min., sendo então retirados 100 μl e armazenado a  -20oC. 
A quantificação de todos os DNAs foi realizado no aparelho Nanodrop 
2000 (Nanodrop Technologies, Walthan, EUA).  
2.3 Detecção por PCR em tempo real   
Para identificação de Aspergillus niger foi utilizado um par de primers e 
sonda específicos para identificação de A. niger/A. welwitschiae, desenvolvidos 
pela pesquisadora Dra. Maria Helena Fungaro da Universidade Estadual de 
Londrina. O procedimento de amplificação em PCR foi realizado com um 
volume total de 10 l contendo 10 -100 ng/l de DNA, 1x tampão de PCR, 0.5 
mM dNTPs, 0.3 mM MgCl2, 2,5 U de Taq polimerase, 0.6 μM de cada primer e 
0.2 μM dA sonda. A rea  o foi conduzida a 95°C por 1 min., seguido de 40 
ciclos de 92°C por 15 seg. e 58°C por 1 min. A reação ocorreu no equipamento 
7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). 
Para testar a sensibilidade e especificidade dos primers e sonda, foram 
escolhidas 12 cepas de A. section Nigri isoladas de cacau e café mantidas 
(8257N, 8305N, 8484N, 8485N, 8487N, 9180N, 9205N, 9233N, 9256N, 9296N, 
9309N e 9736N). Estes isolados foram analisados em triplicata para 
confirmação das técnicas empregadas. 
 
69 
 
 
 
2.4 Amplificação parcial do gene Calmodulina 
Para o sequenciamento parcial do gene da calmodulina, um segmento 
da calmodulina foi amplificado utilizando os primers cmd5 (5′-CCG-AGT-ACA-
AGG-AGG-CCT-TC-3′) e cmd6 (5′-CCG-ATA-GAG-GTC-ATA-ACG-TGG-3′) 
que amplificam um fragmento de 580 pb (Hong et al. 2006). O procedimento de 
amplificação em PCR foi realizado com um volume total de 25 l contendo 10 
ng/l de DNA, 1x tampão de PCR, 0.25 mM dNTPs, 1,0 mM MgCl2, 5.0 U de 
Taq polimerase e 0.4 μM de cada primer. A rea  o foi conduzida a 95°C por 1 
min., seguido de 34 ciclos de 94°C por 1 min. e 60°C por 1 min e 72°C por 1 
min e uma extensão final de 72°C por 10 min. A reação ocorreu no 
termociclador Veriti™  (Applied Biosystems). 
2.5 Reação de sequenciamento 
Os produtos da PCR foram purificados através do uso do Wizard® SV 
Gel e PCR Clean-Up System (Promega). A mostras foram sequenciadas no 
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG/ 
UNICAMP). Para o sequenciamento foi utilizado microplaca de 96 poços e foi 
efetuada apenas uma reação com o primer foward. Utilizou-se o primer cmd5, a 
reação foi preparada com DYEnamic ET Terminator Cycle Se uencing Kit 
(Amers am, Biosciences GE). A rea  o foi feita em solu  o contendo  2μL de 
D Enamic  2μL de tamp o para PCR 2,5  (400mM Tris- HCl pH 9,0  10mM 
MgCl2)  1μL do primer a 5 pmol  100ng de produto da amplifica  o purificado e 
 gua Mili-  esterilizada para completar um  olume final de 10μL. As rea  es 
de amplifica  o foram realizadas em termociclador modelo Gene AMP PCR 
System 9700 (Applied Biosystems) nas seguintes condi  es  30ciclos com 
desnatura  o de 95°C por 20 segundos, anelamento a 55 C por 15 segundos e 
extens o a 60°C por 1 minuto.  
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A precipita  o foi efetuada com acetato de s dio 1,5m/EDTA 0,25M e 
etanol 100%, no qual, adicionaram-se 2μL da solu  o de acetato de 
s dio/EDTA e 60μL de etanol 100%. O material foi misturado em vortex e 
centrifugado a 4000rpm por 45 minutos, o sobrenadante foi descartado. Em 
seguida, adicionaram-se 150μL de etanol 70% e centrifugou-se a 4000rpm por 
15minutos, descartou-se o sobrenadante. As amostras foram secas no 
termociclador a 40 C por 10 minutos e foram ressuspendidas em 10μL de Hi-Di 
Formamide (Applied Biosystems) e agitadas em vortex. O sequenciamento foi 
realizado no sequenciador autom tico ABI Prism 3100 Genetic Analyser 
(Applied Biosystems).  
A qualidade das seqüências foram analisadas através do programa 
computacional Phred/Phrap/Consed. Para a identificação do isolado, as 
seqüências de nucleotídeos obtidas foram comparadas com aquelas já 
depositadas no banco de dados do National Center for Biotecnology and 
Information (NCBI), fazendo uso da ferramenta Basic Local Alignment Search 
Tool (BLAST)  
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1 Extração do DNA de A. section Nigri 
Foram testados os kits PowerLyzerTM Power Soil®  DNA Isolation (Mobio) 
e  PrepManTM Ultra (Applied Biosystems). 
O kit PowerLyzerTM Power Soil® não foi suficiente para extrair o conteúdo 
celular (DNA) dos isolados de A. section Nigri, por ser um fungo com uma 
parede celular de quitina muito resistente. A adição da etapa de maceração 
com de nitrogênio liquido resolveu este problema. A composi  o celular da 
parede f ngica pode  ariar entre diferentes isolados, dependendo das 
condi  es e fases de crescimento e pode apresentar uma complexa rede, 
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tendo como base estrutural as glicoproteínas, glucano e quitina. No caso de 
Aspergillus, a parede ainda é composta por ramifica  es de  -1-3-glucano-
quitina  (BOWMAN; FREE, 2006; LATG , 2007).  
Para extração com o kit PrepManTM Ultra (Applied Biosystems), foi 
necessário alterar o tempo no banho de 10 para 15 minutos e o tempo de 
centrifugação de 2 para 7 minutos. O protocolo para extração desse kit foi 
muito simples e rápido.  
3.2 Reação de PCR  em Tempo Real 
Os DNAs  extraídos pelos Kits foram usados para reação de real-time 
PCR (Fast 7500). Após a otimização do experimento, a PCR real-time para os 
primers e sonda de Aspergillus niger/ Aspergillus welwitschiae foi realizada com 
sucesso, obtendo-se curvas de amplificação que demonstraram resultados 
qualitativos, ou seja,  a confirmação  molecular positiva das cepas para estas 
espécies. O CT (cycle threshold) indeterminado foi considerado como negativo 
(sem amplificação). 
A Tabela 12 mostra os resultados do teste de sensibilidade e 
especificidade. Das 12 cepas testadas, 3 cepas (8257N, 9256N e 9736N) não 
apresentaram amplificação e assim não foram identificadas como A. niger 
(Figuras 8, 9 e 10 respectivamente). Os resultados apresentados na Tabela 13, 
demonstram que o método empregado teve uma boa reprodutibilidade. A 
Figura 11 apresenta as curvas de amplificação da cepa 9309N em triplicata, 
que foi considerada como amostra positiva.  
A variação nos valores do CT (cycle threshold - medida relativa da 
concentração de DNA na reação de PCR) das triplicatas, mostrou diferenças 
na  concentração do DNA que foram obtidas durante o processo de extração. 
Além disso, o aparelho foi capaz de registrar pequenas emissões de 
fluorescência, que muitas vezes foi considerada como um ruído da reação, 
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como por exemplo, na triplicata 8257 III o CT (Tabela 13 ) foi característico de 
uma amostra positiva, porém quando olhamos a Figura 9, notamos uma curva 
inespecífica. Este fato mostra a necessidade de uma análise e interpretação 
cuidadosa das curvas de amplificação. A partir desses dados, foi marcado para 
ausência (-) de CT para as amostras que  não amplificaram, uma vez que não 
existe limite de ciclo detectável para amostras que não tiveram sua sequencia 
alvo amplificada.  
 
Tabela 12. Teste molecular de sensibilidade e especificidade dos primers e 
sonda de Aspergillus niger. 
Cepas Alimento 
Indentificação A. niger/A. 
welwitschiae 
PCR REAL TIME 
cycle threshold 
(CT) 
8257 I café - Indeterminado (-) 
8257 II café - Indeterminado (-) 
8257 III café - 15.43 (-) 
8305 I café + 19.74 
8305 II café + 20 
8305 III café + 19.6 
8484 I cacau + 19.83 
8484 II cacau + 22.4 
8484 III cacau + 19.15 
8485I cacau + Indeterminado 
8485 II cacau + 18.87 
8485 III cacau + 19.11 
8487 I cacau + 21.43 
8487 II cacau + 18.76 
8487 III cacau + 18.86 
9180 I café + 18.59 
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9180 II café + 19.17 
9180 III café + 10.94 
9205 I café + 19.47 
9205 II café + 18.79 
9205 III café + 19.37 
9233 I café + 19.57 
9233 II café + 19.97 
9233 III café + 10.16 
9256 I café - 24.99 (-) 
9256 II café - Indeterminado (-) 
9256 III café - Indeterminado (-) 
9296 I café + 19.94 
9296 II café + 19.9 
9296 III café + 20.31 
9309 I café + 20.04 
9309 II café + 19.68 
9309 II café + 19.93 
9736 I cacau - 31.46 (-) 
9736 II cacau - Indeterminado (-) 
9736 III cacau - Indeterminado (-) 
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Figura 8. Gráfico de amplificação da triplicata da amostra 8257N. 
 
 
Figura 9. Gráfico de amplificação da triplicata da amostra 9256N. 
75 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Gráfico de amplificação da triplicata da amostra 9736N. 
 
Figura 11. Gráfico de amplificação da triplicata da amostra 9309N. 
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Comparando-se a quantidade de DNA extraída  pelos kits de extração 
das 6 cepas de A. niger (9174N, 9208N, 9223N, 9240, 9305N e 9314N) é 
possível observar uma grande diferença de valores na quantidade de DNA 
obtida (Tabela 13). O kit PrepManTM apresentou uma concentração quase 10 
vezes maior que o PowerLyzerTM Power Soil®. Entretanto, quando comparado 
os valores do cycle threshold (CT) na reação, é possivel notar que estes são 
bem similares. Foi também observado que, quando o DNA extraído com o kit 
PrepManTM Ultra foi diluído, houve uma diminuição no rendimento da reação 
(Tabela 14). Em geral, quando o CT ultrapassa o valor de 26, existe uma 
dúvida quanto a especificidade da reação, sendo considerada como uma 
amplificação inespecífica. Portanto neste trabalho, foi considerado amplificação 
positiva, as amostras que apresentaram CT até o valor de 25. A Tabela 14 
mostra o efeito da diluição do kit Prepman sobre a quantidade de DNA. Pode-
se observar que a quantidade de DNA extraído por esse kit não refletiu sua 
pureza, uma vez que, quando o DNA foi diluído 10 vezes, os valores de CT foi 
maiores que 26. 
 
Tabela 13. Comparação da quantificação de DNA e CT (cycle threshold) entre 
o kit PowerLyzerTM Power Soil®  DNA Isolation (Mobio) e PrepManTM Ultra 
(Applied Biosystems). 
Cepas 
Quantificação 
PowerLyzerTM 
Power Soil® 
(ng/μL) 
CT 
PowerLyzerTM 
Power Soil® 
Quantificação 
PrepManTM 
Ultra 
 (ng/μL) 
CT 
PrepManTM 
Ultra 
9174N 33,9  20,02 335,2 24,28 
9208N 61,9  18,42 259,2  22,99 
9223N 44,6  19,65 418,4  19,10 
9240N 43,0 19,35 625,8 22,85 
9305N 51,7  13,67 296,9  19,10 
9314N 58,1  18,55 395,6  20,59 
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Tabela 14. Comparação do CT em diferentes diluições de DNA extraído pelo  
kit PrepManTM Ultra. Sem diluição; Diluído 5 vezes (5X); Diluído 10 vezes 
(10X); Diluído 20 vezes (20X).  
Cepas Sem diluição Diluição 5X Diluição 10X Diluição 20X 
9174N 24,28 26,87 28,03 29,68 
9208N 22,99 27,48 26,28 26,91 
9223N 19,10 22,89 28,52 28,62 
9240N 22,85 19,93 26,73 22,88 
9305N 22,55 26,63 27,30 28,28 
9314N 20,59 26,62 27,35 26,35 
Os DNAs extraídos pelo kit PrepManTM Ultra também não apresentaram 
bom resultado na reação de amplificação do gene calmodulina, por não obter 
amplificação. Este fato pode ter ocorrido provavelmente por algum interferente 
na reação, ou por algum outro fator não identificado. Por esse motivo o restante 
dos  experimentos e resultados obtidos foram realizados apenas com  os DNAs 
extraídos pelo PowerLyzerTM Power Soil®  DNA Isolation Kit da MOBIO.  
Na Tabela 15 estão descritas a origem das 115 cepas de A. section Nigri 
que foram selecionadas para a identificação molecular, e  os resultados obtidos 
na PCR em tempo real. De todas as cepas avaliadas (Tabela 13 e 16), apenas 
15 cepas não foram amplificadas com a sequencia alvo (Aspergillus niger/ 
Aspergillus welwitschiae). A. section Nigri foram mais comumente encontrado 
na amostras de café do que de cacau como mostrado anteriormente (capítulo 
1), por esse motivo, foram  analisadas maior número de cepas isoladas de 
café.  
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Tabela 15.  Resultado da amplificação das cepas de café e cacau no real-time 
PCR em Tempo Real. Limite (≈) de ciclo entre 5 e 26 dectevável ou ausência  
(-) de CT. 
 
Cepas Fonte 
Indentificação A. niger/ 
A. welwitschiae 
PCR Tempo Real 
cycle 
threshold 
(CT) 
8191N café + 17 
8193N café + 15 
8197N café + 18 
8198N café + 18 
8205N café + 19 
8207N café + 17 
8208N café + 14 
8214N café + 18 
8216N café + 18 
8221N café - - 
8223N café + 19 
8250N café + 18 
8253N café + 20 
8257N café - - 
8267N café + 19 
8271N café + 21 
8279N café + 25 
8280N café + 19 
8282N café + 18 
8284N café + 22 
8287N café + 18 
8290N cacau - - 
8292N cacau + 19 
8300N cacau + 20 
8306N cacau + 21 
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8309N cacau + 20 
8310N cacau + 15 
8315N cacau - - 
8317N cacau + 18 
8318N cacau + 18 
8320N cacau + 17 
8321N cacau + 18 
8325N café + 19 
8327N café + 23 
8330N café + 18 
8486N café + 7 
8488N café + 18 
8489N café - - 
8491N café + 19 
8492N café + 18 
8493N café + 15 
9164N café + 19 
9165N café + 20 
9168N café + 22 
9172N café + 19 
9174N café + 20 
9177N café + 19 
9181N café + 23 
9182N café + 16 
9208N café + 18 
9214N café + 18 
9218N café + 17 
9220N café + 22 
9221N café + 20 
9223N café + 19 
9231N café - - 
9236N café + 17 
9239N café + 15 
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9240N café + 19 
9256N café - - 
9257N café + 20 
9274N café + 19 
9276N café + 21 
9287N café + 17 
9290N café + 19 
9292N café - - 
9294N café + 19 
9303N café + 18 
9305N café + 13 
9310N café + 18 
9311N café + 17 
9314N café + 18 
9319N café + 21 
9321N café + 21 
9326N café - - 
9328N café + 21 
9330N café + 17 
9334N café + 22 
9335N café + 19 
9341N café + 19 
9346N café + 19 
9349N café - - 
9355N café + 21 
9357N café + 18 
9358N café + 19 
9362N café + 18 
9363N café + 15 
9369N café + 17 
9370N café + 19 
9371N café + 20 
9380N café + 23 
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9389N café + 21 
9394N café + 20 
9427N café + 19 
9428N café + 18 
9432N café + 19 
9445N café + 20 
9452N café + 19 
9460N café - - 
9461N café + 19 
9466N café + 16 
9473N café + 20 
9476N café + 24 
9488N café + 14 
9495N café + 21 
9497N café + 18 
9503N café + 20 
9525N café + 20 
9541N café + Indeterminado 
9543N café + Indeterminado 
9555N café + 24 
9558N café + 19 
9560N café + 20 
9572N café - - 
9792N cacau + 23 
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3.3 Sequenciamento parcial do gene calmodulina das cepas de A. section 
Nigri 
O resultado do sequenciamento é mostrado na Tabela 16. As cepas que 
não foram identificadas como A. niger (8221N, 8257N, 8489N e 9256N) no 
PCR real-time também foram negativas no sequenciamento, confirmando 
assim os resultados da PCR real-time. Os DNAs da cepas positivas para A. 
niger no PCR real-time tiveram similaridade (identidade) de 99% ou > com 
sequencias de A. niger depositadas no NCBI. Nenhuma cepa foi identificada 
como A. welwitschiae. Como já relatado por Varga et al. (2011) A. niger e A. 
welwitschiae são espécies irmãs, em processo de separação e a diferenciação 
entre essas duas espécies é muito difícil e requer mais de um marcador 
molecular como   tubulina e ITS.  
As cepas 9208N e 8198N amplificadas no PCR real-time como A. 
niger/A. welwitschiae foram identificados como outras espécies do agregado de 
A. niger. O resultado no blast foi bastante inconsistente, pois as cepas 
apresentavam similaridade com mais de uma espécie. Este problema já foi 
descrito por SAMSON et al. (2014) sobre a limitação do uso dos bancos de 
dados.  As sequências depositadas nestas bases como NCBI, não possui um 
controle de depósito. Como a sistemática das espécies pertencentes ao 
agregado A. niger ainda está em construção, seria necessário realizar o 
sequenciamento de mais regiões genômicas para obtenção de dados mais 
precisos e robustos. 
Em geral, a metodologia desenvolvida neste trabalho para identificação 
de A. niger por PCR real-time obteve um desempenho satisfatório mostrando 
que esta técnica pode ser utilizada para identificação de espécies produtoras 
de OTA da seção Nigri.   
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Cepas Descrição/Sequência Identidade 
8193N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
8198N Aspergillus japonicus partial caM gene for calmodulin, exons 1-4 99% 
8205N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
8207N Aspergillus niger strain M4-5 calmodulin gene 99% 
8208N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
8214N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
8216N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
8221N Aspergillus tubingensis gene for calmodulin, strain MUCL 43835 98% 
8223N Aspergillus niger strain M4-5 calmodulin gene 99% 
8250N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
8257N Aspergillus luchuensis isolate KACC 46772 calmodulin (CAM) gene 100% 
8271N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
8280N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
8284N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
8287N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 98% 
8292N Aspergillus niger strain M4-5 calmodulin gene 99% 
8300N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
8306N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
8309N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
8317N Aspergillus niger strain M4-5 calmodulin gene 99% 
8318N Aspergillus niger isolate P173 calmodulin (cmd) gene 96% 
8321N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
8325N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
8330N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
8484N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
Tabela 16. Sequenciamento parcial do gene calmodulina. 
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8485N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
8486N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
8487N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
8488N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
8489N Aspergillus tubingensis gene for calmodulin, strain MUCL 43835 99% 
8491N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
8492N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
8493N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9164N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9165N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 98% 
9168N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9177N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9181N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9205N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9208N Aspergillus luchuensis isolate KACC 46772 calmodulin (CAM) gene 99% 
9214N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9218N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9220N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9221N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9223N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9223N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9236N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9239N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9240N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9256N Aspergillus luchuensis isolate KACC 46772 calmodulin (CAM)  99% 
9257N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
85 
 
 
 
9274N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9276N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9287N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9290N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9294N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9303N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9305N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9310N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9311N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9314N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9321N Aspergillus niger strain M4-5 calmodulin gene 100% 
9346N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9357N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9362N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9363N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9370N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9380N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9389N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9394N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9427N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9432N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9445N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9452N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9461N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9466N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9473N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
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9488N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9495N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9497N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
9503N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9525N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9558N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 99% 
9560N Aspergillus niger strain 1062 calmodulin gene 100% 
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4. CONCLUSÃO 
Os primers e sonda selecionados para identificação da espécie 
Aspergillus niger se mostraram bastante eficientes na técnica de PCR real-
time. Esta metodologia pode ser uma boa ferramenta para identificação de A. 
niger/A. welwitschiae, no entanto para discriminação entre estas  duas 
espécies, são necessários outros marcadores moleculares. A combinação das 
informações dos caracteres fenotípicos (morfologia, fisiologia e produção de 
extrólitos) com os dados moleculares, isto é, a taxonomia polifásica, mostra-se 
ser a ferramenta mais eficaz e completa para o estudo, conhecimento e 
descoberta da identidade destas espécies.  
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DISCUSSÃO GERAL 
As amostras de cacau e café em sua maioria apresentaram elevada  
contaminação fúngica. O gênero Aspergillus foi predominante  em ambos 
alimentos. No cacau houve a maior incidência de Aspergillus section Flavi, 
enquanto no café de Apergillus section Nigri . 
 Um total de 1020 fungos foram isolados de cacau e café:  769 (75,4%) 
foram do gênero Aspergillus, 120 (11,8%) Eurotium, 52 (5%) hifomicetos, 41 
(4%) Penicillium, 24 (2,4%) Fusarium, e outros com menos de 1% de 
freqüência os Paecilomyces, dematiáceos (fungos black mold).  
A produção de micotoxinas pelos isolados é uma forma de avaliar a 
potencialidade de contaminação dos alimentos por essas toxinas. No presente 
trabalho  25 % das cepas isoladas como A. section Flavi foram produtoras de 
aflatoxinas, enquanto que 8% dos 471 isolados com A. section Nigri foram 
produtores de ocratoxina A.  
Foram selecionadas 127 cepas de A. section Nigri para as análises 
moleculares. Houve amplificação no PCR-Real time de 112 cepas, e estas 
foram identificadas como Aspergillus niger/ Aspergillus welwitschiae. Foi 
realizado o sequenciamento parcial do gene da calmodulina para confirmação 
dos resultados. Os  DNAs da cepas positivas para A.niger no PCR-RT   tiveram 
similaridade (identidade) de 99% ou > com sequencias de A. niger depositadas 
no NCBI. Nenhuma cepa foi identificada como A. welwitschiae. 
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CONCLUSÃO GERAL 
O presente trabalho mostrou a complexidade da taxonomia de 
Aspergillus. Ainda não existem métodos simples e baratos que possam ser 
utilizados em rotina, que permitam identificar centenas de isolados de 
Aspergillus em curto espaço de tempo. Porém esforços estão sendo feitos e os 
dados deste trabalho poderão contribuir para que novas ferramentas estejam 
disponíveis aos micologistas do Brasil e do mundo. 
